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(57) Abstract 

The invention concerns the pro- 
duction of a matri x of sequences of 
chemical or biological molecules, and 
more particularly of oligonucleotides by 
in situ synthesis on a substrate com- 
prising microwells. Said substrate com- 
prises microwells (3) which can, for 
example, be functional ised by reactive 
groups (5) protected by protector groups 
(7). In order to couple the first molecule 
of the desired sequences on the selected 
microwells, the method consists in: cov- 
ering the other microwells with a pro- 
tective polymer (9), then in performing 
a chemical reaction on the unprotected 
microwells, for example by eliminating 
the protector groups (7) and by coupling 

the reactive groups (5) with the first molecule of the sequence, then in repeating said operations with other molecules on other microwells, 
after removing the protective polymer and resetting the protective polymer on the microwells which should not contain the next molecule. 
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PROCEDE DE REALISATION D'UNE MATRICE DE SEQUENCES DE 
MOLECULES CHIMIQUES OU BIOLOGIQUES POUR DISPOSITIF 
D' ANALYSE CHIMIQUE OU BIOLOGIQUE. 



DESCRIPTION 



5 Domaine technique 

La presente invention a pour objet un 
procede de realisation en parallele d'une matrice de 
sequences de molecules chimiques ou biologiques pour 
dispositif d' analyse chimique ou biologique. 

10 Les molecules chimiques ou biologiques 

peuvent etre en particulier des aminoacides ou des 
nucleotides, les sequences etant alors des peptides ou 
des oligonucleotides . 

Elle s' applique en particulier a la 

15 realisation d'une matrice de sondes d' oligonucleotides 
de differentes sequences pour 1 ' analyse ou le 
diagnostic ou la recherche en genetique (mutations, 
polymorphismes , transcript ome) . 

Etat de la technique anterieure 

2 0 De nouveaux systemes ou dispositif s 

d' analyse chimique ou biologique sont utilises pour le 
sequengage et 1' etude de 1' expression des genes. lis 
sont constitues d'un ensemble de sondes moleculaires 
(oligonucleotides) fixees sur la surface miniaturisee 

25 d'un substrat afin de realiser une biopuce ou puce a 
ADN. 

Au cours de 1 ' analyse d'un echantillon, les 
acides nucleiques cibles extraits sont marques et 
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A . < 5 sur la matrice de sondes. L < hybridation 

deposes sur comple mentaires de la 

(appariement entre cibles 

„ vo„ helice d'ADN) entre les sondes 

double helxce d' identifier les 

r->oT-met de reperer et ^ 
marquees permec 

- »r,r*s de l'echantillon d'ADN. 
sequences ae x realisation ont ete 

De nombreux precedes de reaxxs 
. ■ , et developpes pour ameliorer la miniaturisatxon 
decrxts et developp y analyse sur la 

et la capacite de densxte de sites 

Oifferentes techniques de greffage et 
• v^lisation des sondes (par liaison covalente ou 
d'xKunobilxsation d substrate (silicium, 

electrostatxque) sur dx 
verre, polymere, electrodes en or . 

, prches et de developpements xndustrxels . 
"tatrices de sondes sent alors realise- 
15 " ! l r V mobilisation d'oligonucleotxdes 



g^age de ceu.-ci sur un substrat 

Legalise ou sur un ^ 

- soit par synthase in s lt u des 
20 sondes sur 1. ^ ^ ^ ^ 

is. fleux modes d'adressage 
ju s^a present font appe a d«* " 

dif£4r en C s aes sites. qui sont so, ^ 

fonctxonnalxses en substrat, 
JJ(ffr ,; r -i es dxfferents sites ^ 

30 maS9 T n rie s ^Lces ,oU 9 o M c 1Wite sur « 
pul s on forme Section des reactifs sur 
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Dans le document WO-A-97 /39151 [2], on 
soumet tout d'abord le substrat a un traitement pour le 
munir de groupes fonctionnels proteges avec un groupe 
protecteur photolabile, puis on deprotege certains 
5 groupes fonctionnels du substrat par irradiation 
selective a travers un masque pour definir les sites et 
on fait reagir ensuite sur ces sites un nucleotide pour 
construire la sequence voulue . 

Dans les deux cas, la synthese in situ met 

10 en jeu les reactions classiques de couplage par 
1 ' intermediaire des phosphoramidites , des phosphites ou 
des phosphonates , pour la condensation successive des 
nucleotides judicieusement proteges. Le cycle de 
synthese comprend les etapes de deprotection, couplage, 

15 blocage et oxydation, et permet de faire croitre 
1 ' oligonucleotide a partir de la surface de chaque 
site . 

Dans l'adressage photochimique , on realise 
les etapes de deprotection des nucleotides par la 

20 lumiere. L'adressage des sites se fait par une etape de 
lithographie (insolation au travers d'un masque). Le 
groupement protecteur photolabile est elimine par la 
lumiere, permettant ainsi de realiser le couplage 
ulterieur par trempage du substrat dans une solution 

25 d'un nucleotide active (par exemple d'un 

phosphoramidite) , en presence d'un catalyseur, par 
exemple le tetrazole. 

Ce procede de synthese combinatoire dirige 
par la lumiere necessite la realisation d'un nombre de 

3 0 masques egal au nombre de nucleotides qui composent 
1 ' oligonucleotide et constitue une operation couteuse 
et fastidieuse. Si ce procede presente 1 ' avantage de 
conduire a des puces de tres haute densite (resolution 
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procede a la deprotection en phase vapeur des groupes 
fonctionnels non recouverts du materiau barriere. 
L ' utilisation d'une phase vapeur est necessaire car le 
materiau barriere utilise est soluble ou entraine dans 
5 les solvants de deprotection. Mais la protection en 
phase vapeur pose des problemes de risque de toxicite 
dans 1 ' environnement et d'attaque par diffusion de 
materiaux. 

Le document US-A-5 658 734 [4] utilise un 
10 substrat totalement fonctionnalise et les techniques de 
lithographie avec emploi d'un photoresist pour definir 
les zones du substrat a modifier en intercalant entre 
le substrat et le photoresist, un polymere qui joue le 
role de tampon. Ce procede utilise ainsi un photoresist 
15 qui doit etre depose a la tournette, sur la couche de 
polymere deposee sur le substrat, a chaque cycle 
additionnel d'un nucleotide, ce qui necessite une etape 
de lithographie a chaque cycle (deux depots a la 
tournette, recuit thermique, insolation a travers un 

2 0 masque, developpement de la resine photosensible , puis 

developpement du polymere tampon) . Apres les etapes de 
deprotection des groupes fonctionnels du substrat et 
d' addition d'un nucleotide, a travers les ouvertures 
pratiquees dans le polymere, les deux couches sont 
25 eliminees dans un solvant. Dans ce procede, le polymere 
permet d'isoler le photoresist de la couche biologique 
de nucleotide. Ce systeme necessite done en plus des 
etapes de depot a la tournette et de lithographie, la 
realisation d'un grand nombre de masques. 

3 0 Un autre inconvenient de ce procede reside 

dans le risque de « lift off » de la couche protectrice 
au cours du developpement du polymere protecteur. En 
effet par diffusion du solvant sous la couche de 
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2) depot d'un polymere de protection sur au moins 
l'une des microcuvettes par microdeposition de gouttes 
dudit polymere pour constituer sur le (les) 
microcuvette ( s ) selectionnee(s) des couvercles de 

5 polymere solide ; 

3) realisation d'une ou plusieurs reactions 
chimiques pour assurer le couplage d'une premiere 
molecule Ml sur les . groupes fonctionnels des 
microcuvettes non recouvertes de polymere de 

10 protection ; 

4) elimination du polymere de protection sur les 
microcuvettes recouvertes de ce polymere, apres la 
premiere reaction ou l'une des reactions suivantes 
effectuees dans l'etape 3) ; et 

15 5) realisation a nouveau des etapes 2), 3) et 4) 

pour obtenir les sequences d'enchainement voulu sur 
chacune des microcuvettes f onctionnalisees . 

Le procede de 1' invention permet ainsi par 
un choix judicieux du polymere de protection et d'un 

20 solvant de dissolution du polymere compatible avec les 
protocoles d'un automate de synthese, de realiser la 
synthese de matrices d' oligonucleotides , dans des 
microcuvettes ou microreacteurs graves dans un 
substrat. Pour ce faire, on associe un synthetiseur 

25 automatique d' oligonucleotides a un disppsitif 
d'adressage mecanique (robot de microdeposition ou 
impression par jets d'encre) d'un polymere de 
protection . 

L'adressage mecanique consiste a realiser 
30 select ivement un depot de polymere sur les 
microcuvettes choisies, constituant un couvercle solide 
et etanche ajuste sur les microcuvettes afin de 
delimiter et selectionner des zones actives vis-a-vis 
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les reactions chimiques de couplage et pour 
1 ' elimination du polymere de protection ; et 

d) eliminer le polymere de protection de toutes 
les microcuvettes . 
> De preference, apres l'etape a) on protege 

les groupes fonctionnels par un groupe protecteur 
labile, et on effectue une deprotection des groupes 
fonctionnels apres l'etape b) et avant de realiser 
1 ' etape c ) . 

) De meme, on realise de preference une 

protection des groupes fonctionnels des microcuvettes 
lors de la mise en oeuvre du procede de 1' invention. 
Dans ce cas, on protege les groupes fonctionnels des 
microcuvettes par un groupe protecteur labile, et 

5 l'etape 3) comprend une premiere reaction de 
deprotection des groupes fonctionnels . 

Selon 1' invention, les molecules Ml, 
M2 , ... Mn peuvent etre de differents types. A titre 
d'exemple, il peut s ' agir d'acides amines naturels ou 

3 synthetiques L- ou D- , de nucleotides (ARN ou ADN) , de 
pentose ou d'hexose. Dans le cas des acides amines le 
nombre de molecules Ml, M2 , . . . Mn peut etre important. 
Dans le cas des nucleotides, le nombre de molecules est 
plus limite puisqu'il inclut A, T (ou U) , G et C . 

5 Dans ce cas, les nucleotides peuvent etre 

sous forme de phosphoramidites , de phosphotries ters ou 
de H-phosphonates selon le type de synthese 
nucleotidique mise en oeuvre. Ces molecules component 
deux fonctions reactives (hydroxyle et fonction avec 

0 phosphore) dont 1'une, la fonction hydroxyle, est 
protegee par un groupe protecteur, de preference 
identique au groupe protecteur des sites 
fonctionnalises . 
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Un groupe protecteur approprie peut etre en 
particulier un groups trityle ou derive de trityle, par 
«cemole le groupe dimethoxytrityle . 

Lorsgu'on utilise le precede de 1'inventxon 
pour la realisation de seances d< oligonucleotides par 
synthese phosphoramidite , 1'etape 3) correspond a un 
cycle de synthese et elle co.prend 1 < eli.ination des 
g Lu P es protectees trityle, le couplage avec un 
Lleotide, la reaction des groupes fonctxonnels gu, 
I'ont pas ete couples au nucleotide, avec un groupe 
.loguant, et 1'oxydation en phosphate du groupment 
ohosphoramidite du nucleotide. 

Dans le precede de !■ invention, 1.. etapes 
ae detection ,ou detritylation, , de coup^ de 
15 blocage. d'oxydation et *• eliminate du polymere 
" protection sent realisees dans un synt *etrseur 
auto m ati g ue d'oligonucleotides en ayant rntroduxt une 
Edification de la cna^re de reaction. permettant de 
traiter des substrats de taille variable. 

Le grou pe bloquant utilise dans 1'etape de 
blocage est un groupe non labile dans les conditions 
d elimination des groupes proteoteurs des groupes 
fonctionnels des microcuvettes. 

A titre d'exemple. on peut utiliser pour 
25 cette reaction de blocage une solution de 
dtaethylaminopyridine DMA, dans du tetrahydrofuranne et 

de la lutidine. 

Dans le precede de 1' invention, les etapes 
de deprotection. de couplage, d; elimination du .aterrau 
30 de protection et eventuellement 

realisees par trempage du ( Substrat, soxt dans la 
chambre de reaction du synthetiseur , soit dans 

-Ac q 0 „ip 1'etape d'adressage 
bains de reactifs appropries. Seule 1 etap 
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des microcuvettes, qui correspond a une protection 
selective des microcuvettes choisies par le polymere de 
protection est effectuee a 1 ' aide de techniques de 
microdeposition . 
5 Avantageusement, le polymere de protection 

est depose sur les microcuvettes voulues a I'etat 
liquide par adressage mecanique en utilisant des 
techniques de microdeposition selective du type 
actuateur piezoelectriques , « pin and ring », 
10 impression par jets d'encres, vis d'Archimede et 
micropipettage . 

Ce polymere peut etre en solution dans un 
solvant et, dans ce cas, on recuit le film de polymere 
forme par chauffage du substrat a une temperature de 50 
15 a 100°C, avant d'effectuer 1 ' etape 3) ou 1 ' etape c) . 

L' adressage du polymere par microdeposition 
permet de proteger selec tivement des microcuvettes 
durant 1 ' une ou plusieurs des quatre reactions de 
synthese correspondant au couplage d'une unite 
20 nucleotidique . II permet de distribuer localement sur 
les microcuvettes selec tionnees des gouttelettes 
calibrees d'un polymere en solution. Apres evaporation 
du solvant, elles constituent des couvercles etanches 
ajustes sur les microcuvettes. Cet adressage se fait de 
25 preference avant 1' etape de detritylation ou avant 
1 ' etape de couplage dans le cycle de synthese des 
oligonucleotides . 

L ' originalite du procede reside dans les 
grandes possibilites d' adapter le choix du polymere et 
30 de son role protecteur aux differentes etapes de la 
synthese des oligonucleotides. 
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Dans le precede de 1' invention, le choix du 
polype protecteur est tres important et doit repondre 
a un certain nombre de criteres . 

Tout d'abord, ce polymere doit pouvoir etre 
5 depose par les techniques de microdeposition cities 
pr ecedemment, par 1 < intermediate d'une 
polymere dans un solvant, de maniere a former des 
g outtelettes calibrees et ajustees sur ^ les 
mi crocuvettes. Un recuit a une temperature de 50 a 80 C 
10 pour eliminer le solvant et ameliorer 1' adherence sur 
le substrat est generalement necessaire. 

Dans le cas ideal ou le polymere est 
protecteur pendant les quatre etapes du cycle de 
synthase, celui-ci doit etre inerte et de preference 
15 exempt de fonctions reactives capables de se coupler 
aux molecules et reactifs de synthese. II ne doxt pas 
etre soluble dans les solvants utilises dans les etapes 
du cycle et presenter une impermeabilite vis-a-vrs de 

ces solvants . v 

En reality, il suffit que le POlY^ere ]«e 
son reie de couvercle protector essentiellement dans 
^tape de detritylation ou dans l-*wp. de couplage. 
xl est possible alors *■ adapter et d'optimiser le 
couple polymere-solvants pour 1'etape retenue. 

II est preferable que le polymere de 
protection ne comporte pas de fonctions avec des 
nydrogenes libres du type OH, NH 2 ou COOH qui seraient 
capables de se coupler avec les molecules Ml, 
M2 ml, par exemple les nucleotides, au cours de 

30 l'4tape de couplage, pour eviter de — 
inutilement des reactifs ^ seront elimines ensurte 
avec le polymere de protection. 
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Le polymere doit pouvoir etre elimine par 
un solvant inerte vis-a-vis des nucleotides et il doit 
de plus presenter des proprietes physico-chimiques en 
solution telles qu'une viscosite et une tension 
5 superf icielle , permettant son depot sur les 
microcuvettes par la technique de microdeposition 
choisie . 

Dans le procede de 1' invention, le choix du 
polymere de protection est effectue en fonction de la 

10 (des) etape (s) pendant lesquelles il doit proteger les 
microcuvettes, en tenant compte de sa solubilite dans 
les solvants susceptibles d'etre utilises pour la 
synthese des oligonucleotides. 

Si 1 ' on veut assurer la protection par le 

15 polymere uniquement pendant 1 ' etape d' elimination des 
groupes protecteurs des groupes fonctionnels, soit 
pendant 1 ' etape de detritylation, il suffit de choisir 
un polymere insoluble dans les reactifs de 
detritylation qui sont generalement constitues par de 

20 l'acide dichloroacetique (DCA) ou trichloroacetique 
(TCA) ou un acide de Lewis du type ZnBr 2 , a environ 
2-5 % dans un solvant tel que le dichloromethane, 
1 ' acetonitrile ou le toluene. 

A titre d'exemples de tels polymeres, on 

25 peut citer les alcools polyvinyliques insolubles dans 
le dichlorome thane , 1 ' acetonitrile et le toluene ; les 
polyhydroxystyrenes insolubles dans le 

dichloromethane ; les polystyrenes, les 

polyvinylcarbazoles et les polyimides insolubles dans 

30 1 ' acetonitrile ; et les poly(oxyde d' ethylene) 
insolubles dans le toluene. 

Si 1 ' on veut assurer une protection des 
microcuvettes par _le polymere seulement pendant 1' etape 
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de 



_ couplage, il convient de choisir un polymere 
insoluble dans le solvant utilise pour le couplage, 
generalement 1' acetonitrile . 

Dans ce but, .on peut utiliser un polymere 
5 choisi dans le groupe constitue de polymeres et de 
leurs derives du type des alcools polyvinyliques , des 
polystyrenes, des polyvinylcarbazoles et des polyimides 
qui sont insolubles dans ce solvant. 

Le polymere de protection est choisi 
10 egalement en fonction des solvents susceptibles 
d' assurer son elimination par dissolution. De 
preference, on choisit des polymeres solubles dans des 
solvants compatibles avec ceux utilises habituellement 
dans les synthetiseurs automatiques d' oligonucleotides , 
15 qui sont generalement le dichloromethane (pour la 
detritylation), 1' acetonitrile (pour le couplage 
proprement dit) et le tetrahydrof uranne (pour le 
blocage et V oxydation) . Toutefois, d' autres solvants 
tels que 1' acetonitrile et le toluene, peuvent etre 
utilises a la place du dichloromethane pour la 
detritylation, sans perte de rendement . 

Dans le tableau 1 qui suit, on a donne les 
polymeres susceptibles d'etre utilises, leurs 
propriety de solubilite dans divers solvants, leur 
utilisation possible dans une ou plusieurs etapes du 
precede de 1' invention et leur mode d' elimination . 



20 
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Tableau 1 



POLYMERE 


SOLUBILITE 
(solvants) 


INSOLUBILITE 
(solvants) 


ETAPES 
POSSIBLES POUR 
PROTECTION 


ELIMINATION 


PVA 

Polyvinyl- 
alcool 


Eau, DMSO 


CH 3 CN ; THF ; 
CH 2 C1 2 , 
Toluene 


Detritylation et 
couplage dans 
CH3CN, 
CH 2 Cl 2 , 
ou toluene 
Blocage et oxydation 
dans THF 


Elimination 
dans 
l'eau ou DMSO 


Polystyrene 
(PS) 


Toluene 
Acetone 
CH 2 C1 2 


CH 3 CN 


- detritylation 
dans 
CH3CN 
- couplage 
dans 
CH 3 CN 


Elimination 
dans 
CH 2 C1 2 


Polyhydroxy- 
styrene 
(PHS) 
ou 

resine Shipley 
XP 8843 


CH 3 CN 
THF, Alcool, 
Acetone, PGMA 


CH 2 C1 2 


Detritylation 
dans 
CH 2 C1 2 


Elimination 
dans 
CH3CN 


Polyethylene- 
oxyde 

(PEO) 


CH 3 CN 

CH 2 C1 2 
Eau 


THF, 
toluene 


Detritylation dans le 
Toluene 


Elimination dans 
eau 
CH3CN 
CH 2 C1 2 . 


Polyvinyl- 
carbazole 

(PVK) 


CH 2 C1 2 
Chlorobenzene 


CH 3 CN 


Detritylation et 
couplage dans 
CH 3 CN 


Elimination 
dans 
CH 2 C1 2 


Polyimide 
XU 5218 
(Ciba Geigy) 


Anisole 
et 

CH 2 C1 2 


CH 3 CN 


Detritylation dans 

CH 3 CN 
et couplage dans 

CH3CN 


Elimination 
dans 
CH 2 CI 2 
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Parmi les polymeres du tableau 1, 1'alcool 
po^invU^e est interessant car il peut —"ares 
protection des tes pendant toutes les etapes 

de la synthase d' oligonucleotides . De plus, U est 
5 facilement utilisable dans les robot, , d. 
mi crodeposition. En revanche, son elimmat.on est r.o - 
aisee car 1 ' eau et le DMSO ne font pas partxe des 
solvants de syntnese et necessiteront de ce fait une 
etape complementaire ainsi gu'un sechage. 
' Ainsi, dans le cas de la realisation des 

sondes par utilisation d'un syntnetiseur automate 
(support d.eonantillon adapte, couple a un robot 
liorodispenseur (par capillarite. piezo-electr ig ue ou 
1 type «pin and ring,, . il est preferable de ne pas 
15 utiliser un polymere protecteur soluble dans l-«u ^ 
necessiterait a la foi. un depat et une etape 
d. elimination en milieux ao^eux , ceci peut 
pour la poursuite de la syntnese ,ui est real.see en 

milieu anhydre . f 

pour eviter tout traitement de sechage 

supplemental, il est plus iudicieux de cnoisir pour 
la protection selective des microcuvettes un polymere 
o^i sera elimine dans un solvant anhydre et 
Zee le cycle des solvants utilises dans le 

25 synthetiseur automate. 

Par exemple, le polystyrene peut servrr de 
polymere de protection selective dans 1 ■ etape de 
deflation realisee dans i • acetonitr.le ,TCA 2%, 
dans le g uel il est insoluble ; l'*tape suivante de 
30 couplage se fait dans 1 ■ acetonitrile (tetrazole, , le 
polymere peut etre alors elimine par 
rincage dans le dichloromethane dans leguel rl est tres 
soluble. De Plus, le polystyrene est inerte et ne 
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presente pas des fonctions OH capables de fixer des 
nucleotides actifs et il peut jouer egalement son role 
protecteur dans 1 ' etape de couplage (dans 
1 ■ acetonitrile) . 
5 Le po lyhydr oxy s tyr ene est lui aussi 

interessant car il est plus facile a deposer que le 
polystyrene et facilement elimine dans un solvant 
classique du synthetiseur . En revanche, il ne peut 
assurer la protection que pendant 1 ' etape de 

10 detritylation dans le dichloromethane raais peut etre 
elimine par un cycle de ringage dans 1 ' acetonitrile 
avant 1 ' etape de couplage dans ce solvant. 

Le poly(oxyde d' ethylene) ne convient lui 
aussi que pour la detritylation a condition d'effectuer 

15 celle-ci dans le toluene, mais il est facilement 
elimine dans CH 3 CN ou CH 2 C1 2 . 

Le polyvinylcarbazole et le polyimide 
peuvent assurer une protection pendant les etapes de 
detrilytation et de couplage dans CH 3 CN, puis etre 

20 elimines au moyen de CH 2 C1 2 qui fait partie des solvants 
utilises dans les synthetiseurs . Cependant, le depot de 
ces polymeres est plus difficile. 

L ' elimination du polymere de protection 
peut se faire directement dans le synthetiseur, dans 

25 une etape de ringage, introduite dans le protocole du 
cycle du synthetiseur automatique. 

Par exemple le solvant classique utilise 
dans 1 1 etape de detritylation, le dichloromethane peut 
etre remplace par des solvants comme 1 ' acetonitrile , 

3 0 le toluene, le xylene, ou encore un solvant aromatique 
halogene, sans perte d'effitacite de la reaction de 
detritylation par le reactif acide utilise 
habitue llement (TCA ou DC A) . 
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10 



15 



25 



Le precede de 1' invention presente de 
nombreux avantages par rapport aux precedes de 1 • art 
anterieur. 

En effet, par rapport au precede de la 
reference [2, qui utilise «n adressage photoctoique 
pour la syntnese in situ ou celui de la reference [41 
oui utilise un precede lithographique , le precede de 
!■ invention evite la necessite de realiser des masques. 
c .est-a-dire des operations longues et couteuses. car- 
il s'agit de realiser un nombre de masques egal au 
nombre de molecules Kl. «. • ■ • *> ^ censtituent les 
sequences. De plus. dans le cas de 1- adressage 
pnotechimique, la deprotection n'est pas totale et plus 
la sequence est lengue, plus la probability d'obtenrr 
la sequence veulue est faible. De ce fait, on construe 
sur le substrat des sequences redendantes . ce qui n'est 
pas necessaire dans 1' invention ou la deprotection est 

totale. , 
Par rapport au procede de la reference HI, 

le procede de 1' invention est plus facile a mettre en 
, uvre car les reactions de couplage peuvent etre 
effectuees avec un exces de reactifs alors que, selon 
la reference [1] . les reactions de couplages sont 
effectuees avec quelques nl de reactifs directed sur 
le site a modifier dans des conditions particulxeres , 
soit en atmosphere d' azote ou d< argon. 

Par rapport a la reference [3], le procede 
de i. invention est plus facile a mettre en *uvre car 
les microcuvettes, ou sites de syntnese, sont defxnxs 
prealablement, la protection est plus etanche par mxse 
en place de couvercles de polymere solide et les 
reactions de deprotection peuvent etre effectuees en 
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phase liquide directement dans un synthetiseur 
automatique, et non pas en phase vapeur . 

Dans le procede de 1' invention, le depot du 
polymere de protection sur les microcuvettes 
5 selec tionnees par microdeposition ne necessite pas de 
precautions particulieres , la seule condition etant que 
la gouttelette de polymere recouvre la microcuvette a 
proteger . 

D'autres caracteristiques et avantages de 
10 1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description qui suit, donnee bien entendu a titre 
illustratif et non limitatif en reference aux dessirrs 
annexes . 

Breve description des dessins 

15 Les figures 1A a 1G illustrent les 

dif ferentes etapes du procede de 1' invention pour la 
realisation d'une matrice de sondes d' oligonucleotides . 

La figure 2 illustre le profil d'une 
microcuvette de (650 x 650 x 24 urn 3 ) remplie de 

20 polymere. 

Les figures 3 et 4 sont des vues de dessus 
de microcuvettes remplies ou non de polymere. 

Expose detaille des modes de realisation 

Pour mettre en oeuvre le procede de 
25 1' invention, on part d'un substrat en verre ou de 
preference en silicium, structure avec des 
microcuvettes au pas de 150 f\im a quelques mm, mais de 
preference quelques centaines de u*n et de profondeur de 
1'ordre de 10 \im. Ces microcuvettes calibrees sont 
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' ■ •„ par des Rhodes classics de 
realisees P ar 
photolithographie et de gravure. 

e ur la figure 1A, on 

, TPs microcuvettes 3 sont 

, mun i aes ^ - ^ fonctionnels 

fonotionnalisees P ,^1... ,ui sont 

hydroplu-les 5 tels q 7 . C es groupes 

. - „„,- des groupes protecteurs 

proteges par S P dime thoxytrityle, 

protecteurs peuvent etre .des g P 6otidique . 
ha bituellement utilises en synthase olw ^ 

Lorsque le substrat est une p q 
.iXiciu.. la fonctionnalisation des sites peut 

i 3 facon suivante. 
e£{ectuee *^^ ce ^ la plaguette en siliciu, est 

fl.abord oxydee en Si0 2 par voie thermite, par 
tout d abord 500Q K puis act ivee par 

exemple sur une epaisseur ^ ^ 

Ensuite, on procede ,-raitement avec un agent 

sur£ace totale d. substrat par trarte, ^ osilanB ou 

de silanisation * J^.*, ou bras 

• i « »wc une molecule de iw 
0 *^-« par exemple U n silane 

"^"Ilnt un "ouplnt N (bis-hydroxymethyle) et un 
comportant un gr polyethylene glycol, 

bras espaceur par exer»ple du type p y ^ 

^•nn tel espaceur entre xe 
TV introduction dun tel P synt hetise par 

^ * *<- *»t 1' oligonucleotide qui sera y 
25 substrat et 1 g d'augmenter, 
ooh interessante car exx*=; ^ 
la suite est mt rendement de 1 ■hybridation . 

lors de 1'utrH.satron, le re ^ 
on protege les fonctions reactrves par. 
^ le groupe dimethoxytrityle <«T^ ^ 
On realise alors une P 
30 M deS microcuvettes par des couvercles de 

V ensemble des micro * goutte lettes calibrees 

polymere depose sous forme de g 
par un robot de microdeposition par 3 ets. 
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Apres sechage des gouttelettes, on 
deprotege par detritylation en milieu acide (TCA) les 
fonctions ODMT de la surface du substrat non protege 
par le polymere. On bloque (capping) ces fonctions 
5 reactives de la surface exterieure aux microcuvettes 
afin de limiter la synthese in situ des 
oligonucleotides uniquement dans les microcuvettes, 
puis on elimine le polymere sur 1 ' ensemble du substrat 
par ringage dans un solvant, 
10 On realise ensuite 1 ' etape 2) de depot d'un 

polymere de protection 9 sur au moins l'une des 
microcuvettes f onctionnalisees de la plaquette, a 
1 ' aide d'une micropipette 11 telle qu'un robot 
dispenseur ou par impression par jets, comme represente 
15 sur la figure 1A. 

Sur la figure IB, on a represente 1 ' etape 
suivante qui consiste a eliminer les groupes 
protecteurs 7 des groupes fonctionnels 5 sur les 
microcuvettes 3 de la plaquette non recouvertes du 
20 polymere de protection 9. On obtient ainsi une 
plaquette dont les microcuvettes 3 non protegees par le 
polymere de protection 9, component des groupes 
fonctionnels hydroxyle 5 deproteges . Cette etape peut 
etre realisee en trempant la plaquette dans une 
25 solution acide, par exemple une solution d' acide 
trichloroacetique dans du dichloromethane CH 2 C1 2 , pour 
eliminer les groupes trityle. 

Sur la figure 1C, on a represente 1' etape 
suivante 3) de couplage d'une molecule Ml par reaction 
3 0 avec les groupes fonctionnels hydroxyle 5 sur les 
microcuvettes 3 non protegees par le polymere de 
protection 9. Dans le cas ou 1 ' on veut realiser une 
matrice de sondes oligonucleotidiques , les molecules Ml 
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.ont constitutes par des nucleotides tela que des 

. idites des phosphonates ou des phosphites 
phosphoramidites , aes y v , , . =Hnri 

sell le mode de synthese utilise pour la fabr^atron 
de la sonde. Bans cette *t*.. on realise 1. couplage 
5 du premier nucleotide Ml (phosphoramidite) avec 

Troupes hydroxyle 5 en Sergeant la plaouette dans une 
foITion lu nucleotide Ml activ, — /'"^^ " 
presence de tetrazole . On obtient arnsx la structure 

representee sur la figure 1C . 

sur la figure ID, on a represente 1 etape 
suivante, selon Quelle on bloque les groupes 

ll molecule Ml, afin qu'ils ne puissent reag.r ensu te 
avec les autres nucleotides utiles pour les 
15 different* couplages successifs. Cette reaction peut 
15 difterents h groupe bloquant 

atre effectuee par mise en place a un y 
I par exempie par trempage de la plaguette dans une 
solution de dimethylaminopyridine DMAP dans du 

tetrahydrofuranne THF . A .„ ne > 

lp , as de la fabrication d une 
on Dans le cas 

2U i =, mpfhode utilisant 

sequence oligonucleotide par la methode 

des phosphoramidites, on procede ensure a un e 
ox dation du phosphore triyalent introduit lors du 
couplage de l^ape precedents 1« « 

25 phosphore pentavalent plus stable. Cecr peut etre 
realL par trempage de la plaquette dans une solut.on 
oxydante d'iode dans un flange d'eau, de pyrrdrne et 
de -rahydrof—^ d . oxyd atio, on realise 

quivante 4) d' elimination du polymere de 
1 ' etape suivante / 

rotection 9 sur les microcuyettes non -dr .ee. On 
obtient ainsi la structure representee sur la fxgure 
IE. cette elimination du polymere protects 9 peut 
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etre realisee par dissolution dans un solvant approprie 
en trempant la plaquette dans ce solvant. 



polymere de protection, les etapes du procede de 
5 1' invention sont realisees par trempage de la plaquette 
dans les reactifs et solvants appropries, suivi de 
ringages dans differents solvants, si necessaire. Ces 
operations peuvent se faire daris des recipients avec 
atmosphere controlee. Ces differentes etapes par 
10 trempage dans les bains des reactifs appropries peuvent 
etre avantageusement realisees dans une cellule 
reactionnelle , connectee a un synthetiseur automatique 
d' oligonucleotides . 



15 grand exces par rapport aux molecules sur le substrat 
solide, ce qui presente 1 ' avantage d'obtenir des 
reactions avec un taux de conversion pratiquement de 
100 %, ce qui n'etait pas le cas avec le procede de la 
reference [1] ou les reactions sont effectuees par 

20 micropipettage des reactifs sur les sites choisis. 



des microcuvettes choisies par le nucleotide Ml, on 
peut modifier d'autres microcuvettes avec une molecule 
M2 , . . . ou Mn. Dans ce cas, on procede tout d'abord a 

25 une protection des microcuvettes deja modifiees par le 
polymere de protection 9. On obtient ainsi la structure 
representee sur la figure IF. Bien evidemment , d'autres 
microcuvettes du substrat peuvent etre egalement 
recouvertes du polymere de protection 9 meme si elles 

30 n'ont pas ete modifiees dans les etapes precedentes par 
la molecule Ml. Apres cette operation, on elimine alors 
les groupes protecteurs 7 des groupes fonctionnels 
hydrophiles 5 des microcuvettes non recouvertes du 



Ainsi, mis a part l'etape de depot du 



De plus, 



les reactifs utilises sont en 



Apres cette premiere etape de modification 
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poly^re Protection 9. Puis on couple sur ces 

• i= e; „n autre nucleotide M2 en 
groupes fonctionnels 5 un autre 

operant de la meme facon que precedent (frgures IB 
et ic) I* fi^re 1G illustre la structure obtenue . 
Apres cette operation, on peut proceder au blocage des 
groupes hydroxyle n'ayant pas reagi, puxs a une 
oxydation du phosphore trivalent en phospnore 
pentavalent, et a 1 < elimination du polymere protecteur 
sur les microcuvettes non modifiees par la molecules 



9 

10 M2 



15 



20 



On realise ensuite de nouveau ces 
differentes operations sur les microcuvettes cnoisies 
pour obtenir 1 < enchainement voulu de molecule Ml, 
M2 Mn, soit des oligonucleotides d» enchainement s 

differents sur des microcuvettes differentes du 
substrat 1. 

A titre d'exemple, on a realise une matrrce 
de sondes oligonucleotides sur un substrat en 
siiicium constant des nrdcrocuvettes de 

10 0 x 100 x 30 um gravees dans le silicxum. La 
£onctionnalisation des m icrocuvettes a *te effectuee 
avec un agent de silanisation constitue par du ■ H- 
,bis-hydroxyethyl>aminopropyl trimethoxysilane dont les 
groupes OH sont proteges par un groupe diH»ethoxy o» 

25 monomethoxy trityle. 

On decrit ci-apres un exemple de 
realisation d'une matrice de deux sequences 

d' oligonucleotides . 

On part d'un substrat structure avec des 
30 microcuvettes par utilisation des methodes classiques 
de microelectronics a savoir, dep6t, photolithography 
et gravure. Un profil de microcuvette 3 est montre sur 
la figure 2 . 
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Apres decoupe d'un substrat de silicium en 
puce de 2 x 2 cm", les protocoles de nettoyage (1), 
silanisation (2) et branchement d'un bras hexaethylene 
glycol (3) sont effectues de la maniere suivante : 
5 - 1) Le substrat est incube pendant 2 heures a 

temperature ambiante dans une solution de NaOH 
(lg NaOH, 3 ml d'eau desionisee DI , 4 ml EtOH 
95%), puis rince a 1 ' eau DI et seche avec une 
souf f lette 

10 - 2) Le substrat est incube une nuit. a 80°C dans 

une solution comportant 1 ml de 3- 
glycidoxypropyl trimethoxysilane , 3,5 ml de 
toluene et 0,3 ml de triethylamine . II est rince 
a 1' acetone, seche a la souf f lette, puis mis 
15 3 heures a 110°C. 

- 3) Le substrat est incube une nuit a 8 0°C dans 
une solution contenant 15 ml d ' hexaethylene 
glycol et 9 \il d'acide sulfurique, puis il est 
rince dans 1' acetone et seche a la souf f lette. 
20 Le substrat est ensuite positionne dans une 

piece specifique reliee a un synthetiseur automatique 
d ' oligonucleotides EXPEDITE 8909. Le protocole de 
synthese utilise la chimie phosphoramidi te et comporte 
quatre etapes : detritylation, couplage, capping, 
25 oxydation. Le protocole utilise est a 1 ' echelle de 
1 jamole. 

Les sept premiers meres spnt effectues dans 
le synthetiseur automatique 3' ATC TCA C 5* Le substrat 
est sorti du synthetiseur et est amene sur un robot de 
30 depot de polymere (Cam/alot) ou le polymere est 
dispense sur la moitie des^ cuvettes. Le profil du 
remplissage de polymere 9 dans la microcuvette 3 est 
represents sur la figure 2 . Une vue de dessus des 
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mi crocuvettes 3 au Microscope optique est «,„«* sur la 

ho« tallies de 300 urn au pas de 600 um, 
fianre 3 pour des tames ue K 

.t .ur Xa figure « pour des tallies de 200 p. au pas de 
400 p». Certaines microcuvettes sont «*•»■ 

Le substrat est cult a 85 C pendant 
! .in 30' s sur une platine chauHante. Le substrat est 
re l dans le syntbetiseur pout erfectuer le couplaqe 
d .une base C sur la .oitie des cuvettes non recouve te 
par le polymere. Le polymere est elimine dans 1 eau 
w 0n nouveau dep 6 t de polymere est effectue sur ces 

d rnieres cuvettes. Apres cuisson, le substrat est 
posltionn, dans le synt h etiseur pour e«ect U er 
Luplage d'une base T dans les autres cuvettes, Apre 
c e Lplaqe, le polype est eli.ine et le substrat es 
15 positionne dans le syntHetiseur ou 1'— 1 des 
cuvettes recoit les couplages survants c AAA TAG 
la £ln de cette etape la sortie des icro=u~«« 

v,n 1 • -3' ATC TCA CTC AAA TAG 5'- 
contient la sequence BO 1 . ATC 

et 1' autre moitie la sequence NO 2 . 

20 """"'"a., deux sequences se dirrerencient 
seule.ent par une seule base. Le substrat est d» 
syntnetiseur et il est incube dans une soiutron 
NH.OH pendant 45 min a 60'C, puis il est rince a eau 
25 DI et sec „e a la souHlette afin d'elitiner les 
gr oupe m ents protecteurs des bases nucleotides^ 

L' hybridation est effectuee avec la crble 

. -TCA TAG AGT GGG TTT 
complementaire de la sonde n 2 . 3 CA TAG 
ATC CA 5. co.portant un qroupcnent biotme en 5 • L 
30 substrat est mis dans une solution contena 690 pi d 
tampon d'hybridation H-7140 de S lgm a et ^ 10 ul ^ de 
cible a 1 OD (quantite d' oligonucleotides qur, 
Torsqu-ils sont dissous dans 1 -1 d'eau, resulte en une 
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absorbance de 1 mesuree a 2 60 nm dans une cuve de 
trajet optique egal a 1 cm. ) et il est incube a 40°C 
pendant 1 heure avec une legere agitation, puis on 
effectue 2 ringages dans un bain de tampon SCC 2X 
5 pendant 1 minute, et dans un bain de tampon SCC 0 , 2X 
pendant 1 minute afin d'eliminer les cibles non 
hybridees . Le substrat est alors seche a la soufflette. 
Le couplage de la biotine avec le groupement 
streptavidine comportant le groupement fluorophore Cy3 

10 se fait dans une solution contenant 5 ul de tampon de 
Streptavidine Cy3 et 700 ul de tampon PBS, TW, 
NaCl 0,5 M a temperature ambiante dans I'obscurite 
pendant 10 a 15 minutes. Le substrat est ensuite rince 
dans un bain de tampon PBS , TW, NaCl 0 , 5M pendant 

15 1 minute, puis dans un bain de tampon PBS et seche a la 
soufflette . 

L ' image de fluorescence obtenue apres 
hybridation sur le systeme microscope confocal a 
fluorescence GS 3000 indique que seule 1 ' hybridation a 
20 lieu avec la sonde complementaire . 
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REVENDICATIONS 



1 Precede de realisation d'une matrice de 
sequences de molecules chimiques ou biologiques formees 
d'enchalnements differents de molecules Ml, M2 , ... Mn, 
par synthese in situ sur un substrat structure avec des 
microcuvettes, comprenant les etapes suivantes : 

1) fonctionnalisation des microcuvettes du 
substrat par des groupes fonctionnels capables de 
former une liaison covalente avec les molecules Ml , M2 , 
. Mn ; 

2) dep8t d'un polymere de protection sur au moms 
1-une des microcuvettes par microdeposition de gouttes 
dudit polymere pour constituer sur 1. U«> 
mi=rocuvette<s) selectionnee <s, des couvercles de 

polymere solide ; 

3) realisation d'une ou plusieurs reactions 
chides pour assurer le =oupla 3 e d'une premiere 
molecule Ml sur les groupes fonctionnels des 
m icrocuvettes non recouvertes de polymere de 
protection ; 

4) elimination du polymere de protection sur les 

„,„ mT . hoe ce polymere, apres la 

microcuvettes recouvertes de ce pu y 

- ~\ ' nne des reactions suivantes 

premiere reaction ou 1 une aes 

25 effectuees dans l'etape 3) ; et 

5) realisation a nouveau des etapes 2), 3) et 4) 
pour obtenir les sequences d ' enchainement voulu sur 
chacune des microcuvettes f onctionnalisees . 

2. Procede selon la revendication 1, dans 

3 0 lequel l'etape 1) consiste : 

a) a fonctionnaliser la /surface totale du substrat 
et des microcuvettes par les groupes fonctionnels ; 
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b) a deposer un polymere de protection sur toutes 
les microcuvettes par microdeposition de gouttes dudit 
polymere pour constituer des couvercles de polymere 
solide sur toutes les microcuvettes ; 
5 c) a faire reagir les groupes fonctionnels 

presents sur le substrat autour des microcuvettes avec 
un groupe bloquant non labile dans les conditions 
utilisees pour les reactions chimiques de couplage et 
pour 1 ' elimination du polymere de protection ; et 
10 d) a eliminer le polymere de protection de toutes 

les microcuvettes . 

3. Procede selon la revendication 2, dans 
lequel apres 1 ' etape a) on protege les groupes 
fonctionnels par un groupe protecteur labile, et on 

15 effectue une deprotection des groupes fonctionnels 
apres 1' etape b) et avant de realiser 1 ' etape c) . 

4. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 3 , dans lequel on protege les 
groupes fonctionnels des microcuvettes par un groupe 

20 protecteur labile, et dans lequel 1 ' etape 3) comprend 
une premiere reaction de deprotection des groupes 
fonctionnels . 

5. Procede selon la revendication 3 ou 4 , 
dans lequel le groupe protecteur est un groupe trityle 

25 ou derive de trityle. 

6. Procede selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 5, dans lequel les sequences de 
molecules sont des oligonucleotides. 

7 . Procede selon les revendications 5 et 
3 0 6, dans lequel 1' etape 3) est un cycle de synthese 

phosphoramidite d ' oligonucleotides , qui comprend 
1 ' elimination des groupes trityle, le couplage avec un 
nucleotide, la reaction des groupes fonctionnels qui 
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n'ont pas ete couples au nucleotide, avec un groupe 
bloquant, et 1'oxydation en phosphate du groupement 
phosphoramidite du nucleotide. 

8. Precede selon la revendication 7, dans 
lequel on realise 1 ' etape 4) d< elimination du polymere 
de protection apres couplage du nucleotide. 

9. Precede . selon la revendication 8, dans 
lequel le polymere de protection est choisi dans le 
groupe constitue de polymeres et de leurs derives du 
type des alcools polyvinyl iques , des polystyrenes, des 
polyvinylcarbazoles et des polyimides . 

10. Precede selon la revendication 7, dans 
lequel on realise 1 ' etape 4) d' elimination du polymere 
de protection, apres 1'etape 3) d' elimination des 

15 groupes trityle. 

11. Precede selon la revendication 10, dans 

lequel le polymere de protection est un 

i a rf4>t-ritvlation est effectuee 
polyhydroxystyrene et la detntyiati 

dans du dichloromethane. 

12. Precede selon la revendication 10, dans 
lequel le polymere de protection est un polystyrene ou 
un polyvinylcarbazele, et la detritylatien est 
effectuee dans 1 ' acetonitrile . 

13. Precede selon la revendication 10, dans 
lequel le polymere de protection est un poly(oxyde 
d< ethylene), et la detritylatien est effectuee dans du 
toluene. 

14. Precede selon la revendication 10, dans 
lequel le polymere de protection est un alcoel 

30 pelyvinylique, et la detritylatien est effectuee dans 

du dichloromethane. 

15. Precede selon l'une quelconque des 

m h 14 dans lequel 1'etape 4) 
revendications 10 a , 
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d' elimination du polymere de protection est effectuee 
par ringage au moyen d'un solvant du polymere en 
ajoutant cette etape de ringage dans le cycle d'un 
synthetiseur automatique d' oligonucleotides . 
5 16. Procede selon l'une quelconque des 

revendications 1 et 2, dans lequel on depose le 
polymere de protection au moyen d'un robot de 
microdeposition par la technique d' impression par jets 
d'encres ou de dispenseur de microgouttes calibrees. 
10 17. Procede selon la revendication 1 ou 2 , 

dans lequel le polymere etant depose a partir d'une 
solution dans un solvant, on recuit le film de polymere 
forme par chauf fage du substrat a une temperature de 
50 a 100°C avant d'effectuer 1 ' etape 3) ou 1 ' etape c) . 
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